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論 文 内 容 要 旨
古典 的血管作 動性 生理活性物質 として,血 管収縮性 に作用す るア ンジオ テンシ ンIIや エ ン ドセ リン1
が,血 管拡張性 に作 用す るナ トリウム利尿ペ プチ ド,ア ドレノメデ ュ リンな どがあ る。 これ らの生理活
性物質 の内,血 管収 縮性の ものは組織 障害 的に,血 管拡張性 の もの は組織保護 的に作用す るこ とが知 ら
れ ている。 また,分 子 生物学的手法 の発達 とヒ トを含 めた全遺伝子配列 の同定に伴い,近 年,新 しい生
理活性物質 が多数発 見 されて いる。 これ らの新規生理活性 物質 の中で,血 管拡 張性 ペ プチ ドホルモ ンで
あるア ドレノメデ ュ リン2/イ ンター メジン(AM2/1MD)は 臓器保 護的に作用す るこ と,(プ ロ)レ ニ ン
受容体((P)RR)は 古典的 な レニ ン ーア ンジオテ ンシ ン系 とプ ロレニ ン/(P)RR系 の両者 を介 して血圧
調節,組 織障害 に関与す るこ と,ウ ロテ ンシンII(UII)/UII関 連ペ プチ ド(URP)/UII受 容体(UT・-R)
系はエ ン ドセ リン1よ りも強力な血管 収縮作用 を示す 系で あ り組織障害性 に作用す るこ とが示唆 されて
いる。 しか しなが ら,こ れ らの新規生理活性 物質 は同定 され て まだ 間もないこ ともあ り,そ の病態生理
学的役割 は十 分に検討 されていない。
そ こで今回,臓 器保護作 用の期待 され るAM2/1MD及 び 組織 障害作用 が示唆 され る(P)RR,UIUURP/
UT-R系 に着 目し,
第1章1遺 伝 疫学的解析
第2章 二疾患モデル にお ける遺伝子 発現 の検討
を行 い,心 血管 ・腎臓 疾患 との関わ りを検討 した。
第1章 では,遺 伝疫学的解析 として,AM2/IMD及 び(P)anの 遺伝子多型解析 を行 った。
本遺伝子 多型解析 は大迫研 究の一環 として行 われ た。大迫研 究は,1986年 に開始 され た岩手 県大迫 町
一般地域住民 を対象 とした,高 血圧及 び循環器疾患 に関す る長 期前 向きコホー ト研 究で ある。大迫研究
参加者 の うち,血 圧測定事業及 び遺伝子解析 プ ロジェク トに対す る同意が得 られ た住 民1826名 より,身
体的特徴,生 化学検査値,降 圧薬服用 の有 無,疾 患既往歴,血 圧値,遺 伝子 型,そ の他 必須項 目に関す
る情報 に欠損 のない住民 を遺伝子 多型解析 の対象 とした。
AM2/1MDの 遺 伝 子 多 型 解 析 は,AM2/1MD遺 伝子 の 翻 訳領 域 に位 置 す る挿 入/欠 失(1/D)多 型
(rs3840963)に つ いて表現型 との関連 を検 討 した。AM2/1MDは タ ンパ ク質分解 に よ りAM2/1MDt-47,
AM2/1MDg .47,A)vl2/1MDi.s3の3つ のペ プチ ド断片 を生 じるが・AM2/IMDIID多 型 のD型 で は切 断配列
の消失に よ りAM2/1MDt .s3が産生 され ない と予想 され る。解析対象者 は,896名 であ り,1/D多 型 の頻度
は,Il型 が545名(60.8%),ID型 が307名(34.3%),DD型 が44名(4.9%)で あっ た。II型,皿)型,
DD型 の3群 に分 け比較 した ところ,AM2/1MDIID多 型 は,自 由行動下血圧 と関連 し,DD型 所 持者 で
血圧値が有意 に高 くな ってい た。 また,こ の関連は各種危険 因子 で補正後 も残 った。更 に,こ の1/D多
型 は腎機能 の指標 で ある糸 球体濾過 率,尿 蛋 白とも関連 し,DD型 所持者 で腎機能 が低 下 してい た。 ま
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た,糸 球体濾過 率 と尿蛋 白か ら定義 され る慢性 腎臓 病について も,AM2/1MDYD多 型 は有意 に関連 し,
DD型 所持者 では,慢 性 腎臓病 を有す るオ ッズ比 が3.6倍(950/・CI:1.5-8.1,、P=O.003)と な っていた。
以 上 の結果 よ り,AM2/rMDIID多 型におい て,DD型 所持者 ではAM2/1MDの 組織 保護作用 が弱 ま り,
血圧 が上昇 しやす く,腎 機能 が低下 しやす い可能性が示唆 された。
(P)RRの 遺伝 子多型 解析 では,ま ず,プ ロモー ター領 域及 びエ クソン近傍領域 につ いて一塩基 多型
を同定 した。大迫 一般地 域住 民の女性60名 につ いて,直 接 シーケ ンス法 に よ り塩 基配列 を確認 した と
こ ろ,(P)RR遺 伝子 か ら11個 の一塩 基 多型 が同定 され,こ の検 出 され た11個 の一塩基 多型 か ら3個
の完全 な連鎖不平衡領 域 が推 定 され た。 この3個 の完全 な連鎖 不平衡領 域 よ り一782A>G(rs2968915),
IVS5+169C>T(rs5918007),+1513A>G(rs6609080)を 選 出 し表現 型 との 関連解析 を行 った。 また,(P)
RR遺 伝 子 はX染 色体 上 に存在す るた め,表 現 型 との関連解析 は男女別 々に行 った。関連解析 の結果,
性特異 的な関連 が認め られた。男性 におい て,rvs5+16gc>Tが 自由行動 下血圧 と関連 し,Tア レル所 持
者で血圧値が高値 であ った。一方,女 性 にお いて,+1513A>Gが 高血圧性臓器障害 と関連 した。GG型 所
持者で左 室肥 大(AA型8.3・/。,AG型16.3%,GG型26.7%,P=0.02>,ラ クナ梗塞(AA型23.9%,AG
型25,5%,GG型60.0%,P・O.02)を 有す る対象 が多かった。 また,単 変量解析 によ り左 室肥大及 びラ
クナ梗塞 と有意 な関連 を示 した因子で補 正 した 多重 ロジステ ィ ック回帰分析 において,AA型 所持者 と
比較 して,AG型 所持者 で は左室肥大 を有 す るオ ッズ比が2.3倍(95%CI:12-4.2,P=0.Ol),ラ クナ梗
塞 を有す るオ ッズ比が1.1倍(95%CI:0.6-1.8,P=0.8)で あ り,GG型 所持者では左室肥大 を有す るオ
ッズ比 が3」 倍(95%CI:O.7-4.2,P・ ・O.1),ラ クナ梗塞 を有 す るオ ッズ比が4.4倍(95%CI:1.4-14.8,P
=0 .Ol)で あった。以 上 よ り,(P)RRの 遺伝 子 多型 は,性 ホルモ ン等の性特 異的な制御や形 質 と相互 に
影響 し合い,性 特 異的 に血圧値,高 血圧性臓 器障害に関与 している可能性 が示唆 され た。
本研究 は,ヒ トにおい てAM2/1MD遺 伝 子及び(P>RR.遺 伝子 の遺伝子 多型 と血圧値や 腎機能 な どの表
現型 との関連 を示 した最初の研究 である。AM2/1MD,(P)RRは 臓器 障害治療 の新 たな標的 となるこ とが
期待 され る。
第2章 では,心 不全,腎 不全,高 血圧 の動物実験モデル を作製 し,AM2/1MD,(P)RR,UIIIURP/UT-R
の心臓,腎 臓 にお ける遺伝 子 レベル ・タンパ ク質 レベル の発現変化 を検討 した。
疾患モデルの作製 にはWKYを 用 い,心 不全モデル(CHFラ ッ ト)は 左冠動脈 結紮 によ り,腎 不全 モ
デル(5/6NPXラ ッ ト)は 右腎 の2/3と 全 左腎 を結紮す ることによ り作 製 した。 また,高 血圧 モデル とし
て高血圧 自然発症 ラッ ト(SHR)を 使 用 し,対 象 としてWKYを 用 い た。mRNA発 現 の定量 には競合的
RT-PCR法 を用 い,タ ンパ ク質発 現は免疫組織 染色に よ り確認 した。
AM2/1MDのmRNA発 現は,CHFラ ッ ト心臓 におい て上昇 して い た。5/6NPXラ ッ トで は,急 性 腎不
全期(術 後3日 目),慢 性 腎不全期(術 後56日 目)に おい てAM2/1MDmRNAの 発 現量 は減少 していたが,
代償性肥大期(術 後14日 目)で は,偽 手術群 と同程度 まで代償 されていた。また,免 疫組織染色 によ り,
心筋線維,血 管平滑筋,腎 尿細管 にAM2πMD様 免疫反 応性 が認 め られ,5/6NPXラ ッ トの尿細 管は偽手
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術群 に比べ染色性 が強 くなっていた。
(P)RRのmRNA発 現 はCHFラ ッ トの心臓,腎 臓及び5/6NPXラ ッ トの慢性 腎不全 期 の腎臓 におい て
上昇 していた。一 方,SHR.の 心房,腎 臓 では(P)RRmRNAの 発現 が減少 していたe免 疫 組織染色 に よ
り,心 筋線維,血 管平 滑筋,血 管内皮,腎 尿細管 に(P)RR様 免疫反応性 が認 め られ,C胛 ラ ッ ト腎臓及
び5/6NPXラ ッ ト腎臓 の尿細管で(P>RR様 免疫 反応性 が強 くなっていた。
UII,URP,UT-RのmRNA発 現 は,CHFラ ッ トの心臓 におい てUIIとURPの 発現 が上昇 し,5〆6NPX
ラ ッ トの慢性 腎不全期 腎臓 において,UII,URP,UT-Rの 発現 が上昇 していた。SHRで は,血 圧 の上昇
の認め られ ない5週 齢 ではSHRとWKY間 でUIIIURPIUT-R系 のmR .NA発 現に差 は認め られ なかったが,
血 圧上昇 の認 め られ る12週 齢SHRで は心臓 でUII,UT-RのmRNA発 現 が上昇 し,腎 臓 でURP,UT-R
のmRNA発 現 が上昇 していた。URP様 免疫 反応性及 びUT-R様 免疫反応性 が心筋線 維,血 管 平滑筋,
血管 内皮細胞,腎 尿細管で認め られ た。一方,UII様 免疫反応性 は殆 ど認 め られ なか った。
以上 よ り,AM2/1MD,(P)RR,UII/URPIUT-R系 のいずれ におい て も,心 不全,腎 不全,高 血圧 とい
った循環器 系疾患 に関係す る病態におい て,そ の発現 が変化 していた。 これ らの新規生理活性 物質が心
不全,腎 不全,高 血圧 とい う病態 におい て何 らか の病態生理 学的役割 を担 ってい る可能性 が示唆 され た。
本研究 によ り,こ れ ら新規 生理活性 物質 が生体 内でも重要 な生 理学的役割 を担 っている可能性 が高い
こ とが明 らか となった。今後,AM2/1MD,(P)RR,UIIIURPIUT-R系 の病態生理 学的意 義 を解 明 してい
くために,よ り詳細 な検 討が必 要で ある。本研究 は さらに,こ れ ら新規生理 活性 物質の アゴニス ト・ア
ンタゴニス トの開発は,心 血管 ・腎臓 疾患 の予防 ・治療 に新 たな戦略を創 出す る可能性 が高いこ とを示
した。
一125一
審 査 結 果 の 要 旨
近年,新 しい生理 活性物質 が相 次いで発 見 ・同定 され ている。 これ らの新規生理活性物 質の内,血 管
拡張性 ペ プチ ドホル モ ンであ るア ドレノメデ ュ リン2/イ ンター メジ ン(AM2/工MD)は ア ドレノメデ ュ
リン と似 た構 造 を持 ち臓 器保護 的に作用 する こ と,(プ ロ)レ ニ ン受容体((P)RR)は 古典 的な レニ ン ー
ア ンジオテ ンシ ン系 とプ ロ レニン/(P)RR.系 の両者 を介 して血 圧調節 ・組織 障害 に関与す るこ と,ウ ロ
テ ンシ ンII(UII)/UII関 連ペ プチ ド(URP>/UII受 容体(UT-R)系 はエ ン ドセ リン1よ り強力な血 管収
縮作用 を示す系で あ り組織 障害性 に作 用す るこ とが示唆 されて いる.し か しなが ら,こ れ らの新規生理
活性物 質の役割 は未 だ十 分に検討 されていな い。本研 究は,こ のよ うな背景 の下,新 規生理活 性物質 の
病態生理 学的な役割 を明 らかにす るため,ヒ トにお ける遺伝疫 学的解析 と心不全,腎 不全,高 血圧 の各
実験モデル動物におけ る発現 を検討 した研 究であ る。
まず,ヒ トにお ける遺 伝疫学 的解析 として,AM2/IMDと(P)RRの 遺伝 子多型解析 を行 ってい る。解
析 対象は,高 血圧及 び循環 器疾患 に関す る長期 前向 きコホー ト研究 で ある 「大迫研究」 の参加 者で ある。
AM2/1MDの 遺伝 子 多型 解析 によ り,翻 訳領域 に存在す る挿 入 ・欠失 多型 の欠失型 ホモ接合 体所持者 で
血 圧値が高 くな るこ とを明 らかに した。更 に,こ の挿入 ・欠失多型 は腎機能 の指標で ある糸球体濾過量,
蛋 白尿 と関連 し,欠 失型 ホモ接合体所持者 で腎機能が低下 して い るこ とも明 らか に した。(P)RRの 遺伝
子 多型解析 に よ り,血 圧値及 び高血 圧性臓 器 障害に対す る性 特異的 な関連 を明 らか に した。即 ち,男 性
では第5イ ン トロンの一塩基多型が血圧値 と関連 し,女 性 では3'非 翻 訳領 域の一塩基多型 が高血圧性臓
器 障害で ある左室肥 大 とラクナ梗塞 に関連 していた。本研究 は,AM2/IMDと(P)RRの 遺伝子 多型 が血
圧や 腎機能な どの表現型 に関連す ることを示 した最初 の研究 であ る。
次 に,心 不全,腎 不全,高 血圧の各実験 モデル動物の心臓,腎 臓 において,AM2/1MDと(P)RR,UIV
URPIUT-R系 の発現 を遺伝子 レベル ・タ ンパ ク質 レベル で検討 してい る。AM2/1MDの 遺伝 子発現 は心
不全モデル で上昇 し,腎 不全,高 血圧モデル で減少す るこ と,心 臓 ・腎臓 に免疫反 応性 が認 め られ るこ
とを明 らか に した。(P)RRの 遺伝 子発 現は心不 全,腎 不全 モデル で上昇 し,高 血圧 モデル で減少 す るこ
と,心 臓 ・腎臓 に免疫反 応性が認 め られ る ことを明 らか にした。UIIIURPIUT-R系 の遺伝子発現 は心不全,
腎不全,高 血圧 モデルで上昇す るこ と,心 臓 ・腎臓 に免疫反応性 が認 め られ るこ とが明 らか に した。
以 上の結果 よ り,こ れ らの新規生理 活性 物質 が生体 内で重 要な生理学 的役割 を担 ってい るこ とを示 し
た。 更に,本 研 究は これ らの生理活性 物質の ア ゴニス ト・ア ンタゴニス トの開発が,心 血管 ・腎臓疾患
の予防 ・治療 に新たな戦 略を創 出す る可能性 が高 い ことを示 す ものである。 これ らの結果は これ まで報
告 がな く,論 文提出者が独 自に新 しく得た知見 である。
よって,本 論文 は博士(医 療薬学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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